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1) RESUMEN:

Introduccion

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria caracterizada por la disbiosis del microbioma
subgingival, en la cual se produce un aumento selectivo de las células Th17. La inhibicion de
estas células durante periodontitis experimental demostré que tienen un papel critico en la
pérdida de hueso alveolar. Sin embargo, los efectos de la inhibicion de las células Th1l7 en las

comunidades microbianas durante la periodontitis ain no han sido evaluados.

Objetivos
Determinar si la inhibicion de las células Th1l7 durante periodontitis experimental previene

cambios disbiéticos en el microbioma subgingival.

Materiales y métodos

Utilizamos un modelo murino en el cual el factor de transcripcion STAT3, critico para la
diferenciacion de las células Th17, ha sido genéticamente eliminado (Cd4ceStat3). Se usaron
ratones de la misma camada como control (Stat3"f). Estos fueron sometidos al modelo de
periodontitis inducida por ligadura (PIL). Cinco dias después se retiraron las ligaduras y se aislo
el ADN para la secuenciaciéon masiva del gen 16S rDNA para el estudio de las comunidades
microbianas asociadas a las ligaduras. Posterior al preprocesamiento de las secuencias, éstas
se agruparon en Unidades Operacionales Taxondmicas (OTUs), definidas con un 3% de
disimilitud. Las diferencias en la abundancia relativa fueron determinadas mediante andlisis
LEfSE, mientras que las diferencias en la diversidad alfa y beta se evaluaron usando la prueba t

no pareada y el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA), respectivamente.

Resultados

Observamos que las comunidades microbianas de los ratones Cd4¢eStat3"f y de los controles
después de PIL se caracterizan por una diversidad microbiana similar. Asimismo, no hubo
diferencias significativas en la estructura global de las comunidades. El perfil microbiano general
de los grupos Cd4°eStat3® y control fue semejante, con s6lo un aumento de dos OTUs

(Staphylococcus sp. y Lachnospiraceae sp.) en el grupo control.



Conclusiones
Los perfiles del microbioma subgingival son similares a pesar de la inhibicién de las células
Th17, lo que sugiere que otras respuestas inflamatorias podrian estar contribuyendo en mayor

medida a la disbiosis microbiana durante la periodontitis.



2) MARCO TEORICO:

Generalidades de la periodontitis

La periodontitis afecta a las estructuras de soporte de los dientes, especificamente al
periodonto de insercion, el cual estd compuesto por el ligamento periodontal, el cemento
radicular y el hueso alveolar; y se caracteriza por la acumulacion de placa bacteriana
subgingival en conjunto con la formacion de un infiltrado inflamatorio que resulta en la
destruccion de los tejidos periodontales, incluyendo al hueso alveolar, lo que puede causar la
pérdida dentaria (Hernandez y cols., 2011). El inicio y la progresion de la periodontitis estan
relacionados con multiples factores etiolégicos y de riesgo, siendo los mas importantes la

microbiota local y la respuesta inmune del hospedero (Pan y cols., 2019).

La periodontitis es una de las enfermedades inflamatorias mas prevalentes, teniendo
importantes consecuencias en la salud publica (Eke y cols., 2015). Esta patologia es
frecuente en adultos, pero también puede presentarse en nifios y adolescentes,
generalmente la cantidad de destruccion de tejido es proporcional a los niveles de placa
bacteriana, las defensas del hospedero y los factores de riesgo relacionados (Kinane y cols.,
2017). Las primeras etapas de la periodontitis son, a menudo, sin sintomas y un ndamero
significativo de pacientes afectados no buscan atencion profesional. Al aumentar la severidad
de la enfermedad, con la concomitante destruccion de una cantidad importante de tejido de
insercion periodontal, la enfermedad se complica por una serie de signos y sintomas que
afectan aun mas la calidad de vida de los individuos. Estos incluyen la migracion dental,
hipermovilidad dental, pérdida de dientes y finalmente un aumento en los niveles de
disfuncién masticatoria (Tonneti y cols., 2017). La severidad de la periodontitis depende tanto
del ambiente (p. ej., fumar) como de los factores de riesgo del hospedero (p. e€j.,
susceptibilidad genética) (Dahlen y cols., 2019). Ademas, esta patologia ha demostrado
tener un gran impacto en la salud sistémica del individuo, esto debido a la diseminacion de
las bacterias orales y de los mediadores proinflamatorios propios de esta enfermedad hacia
el torrente sanguineo, lo cual constituye un factor de riesgo para otras enfermedades de gran
prevalencia tales como diabetes, efectos adversos en el embarazo, cancer, enfermedades

cardiovasculares y pulmonares (Cardoso y cols., 2018).



Actualmente se considera la sexta patologia mas frecuente en todo el mundo, con una
prevalencia global del 11,2%, que afecta a aproximadamente 743 millones de personas
(Tonetti y cols., 2017). En Chile, el 97% de los adultos mayores (65 a 74 afos) y el 93% de
los adultos jovenes (35 a 44 afnos) tienen una pérdida de insercion clinica 2 3 mm en uno o
mas sitios, mientras que un 69% de adultos mayores y un 38% de adultos jovenes presentan

una pérdida de insercion severa 2 6 mm en uno o mas sitios (Gamonal y cols., 2010).

La periodontitis es la principal causa de pérdida de dientes en la poblacion adulta en todo el
mundo. Los pacientes con esta patologia tienen riesgo de presentar pérdida dentaria
multiple, edentulismo y disfuncién masticatoria, afectando su calidad de vida, su nutricion y
autoestima, ademas de tener un gran impacto socioeconémico y sanitario (Tonneti y cols.,
2017).

Papel de la microbiota subgingival en el desarrollo de la periodontitis

La etiologia de la periodontitis es multifactorial, aunque se reconoce que la microbiota que
habita en el area subgingival tiene un papel critico (Socransky y Haffajee, 2005; Kornman,
2008). Sin embargo, su sola presencia no es suficiente para explicar el inicio y la progresion
de la enfermedad (Hernandez y cols., 2011). La destruccion de los tejidos periodontales esta
mediada por una desregulacion de la respuesta inmune del hospedero y, por lo tanto, la
interaccion entre las comunidades microbianas subgingivales y las respuestas inmunes
locales es lo que finalmente conduce a la pérdida ésea y del tejido conectivo (Diaz y cols.,
2016).

Las bacterias que colonizan los tejidos duros y blandos de la cavidad oral influyen
profundamente en la salud y la enfermedad. Estudios microbiolégicos han identificado mas
de 700 especies de microorganismos en la cavidad oral, incluido un gran numero de
especies que aun no han sido cultivadas (~ 50%), mas de 400 se han detectado en el area
subgingival, las especies restantes se han identificado en otros habitats orales como la

lengua, las mucosas orales y las lesiones cariosas (Wei y cols., 2019).

En salud, los aerobios facultativos predominan en el microbioma gingival, con una alta
representacion de Streptococcus spp. y Actinomyces spp., mientras que, durante la

enfermedad, en el microbioma existe un aumento en géneros anaerobios bacterianos con



sobrerrepresentacion de especies asociadas a periodontitis. Estos cambios producidos en el
microbioma son el resultado de la interaccion y de la adaptacion de la comunidad microbiana
a un entorno en presencia de inflamacion (Gaffen y Moutsopoulos, 2020). Se ha demostrado
gue los microorganismos periodontales no sdlo se limitan al medioambiente subgingival, sino
que también las superficies de la mucosa bucal pueden ser colonizadas por dichos
microorganismos, que pueden servir como reservorios para la infeccion o reinfeccion de los

tejidos periodontales y merecen atencion terapéutica (Wei y cols., 2019).

Secuenciacién masiva del gen 16s rDNA

Historicamente, las especies bacterianas que han sido mas asociadas a esta enfermedad
son Treponema denticola, Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis, las que
conforman el denominado “Complejo Rojo” (Socransky y cols., 1998), el cual ha concentrado
gran parte del estudio de la microbiota asociada a periodontitis. En la actualidad, la utilizacion
de técnicas moleculares con mayor resolucion, como la secuenciacién masiva del gen que
codifica para la subunidad ribosomal 16S (16S rRNA), ha permitido tener una visibn mas
completa del microbioma subgingival y de la gran complejidad de los cambios microbianos
durante la periodontitis (Griffen y cols., 2012). Desde el advenimiento de la secuenciacion
masiva, las secuencias del gen 16S amplificadas por PCR, generalmente se han agrupado
en funcion de la similitud para generar Unidades Operacionales Taxonomicas (abreviadas
“‘OTUS”) y para inferir la taxonomia probable de estas OTUs, se ha utilizado las secuencias
representativas de éstas en comparacion con las bases de datos de referencia (Johnson y
cols., 2019). El desarrollo de la secuenciacion de alto rendimiento basada en el gen 16S
rDNA, abrié una nueva era en microbiologia periodontal, al permitir una vision global de las
especies bacterianas en una muestra, convirtiéndose en el nuevo “gold standard” (Diaz y
cols., 2016).

Se han identificado nueve regiones del gen 16S rDNA de alta variabilidad de secuencia
(denominadas regiones hipervariables V1-V9) y se han desarrollado partidores para
amplificarlas (Watts y cols., 2017). Las regiones hipervariables del gen 16S rDNA varian en
longitud y conservacion, por lo tanto, en la densidad de informacién, lo que resulta en una
capacidad para distinguir entre bacterias diferentes. Ademas de las diferencias evolutivas

entre especies, la secuencia del gen 16S rDNA puede variar dentro del mismo genoma ya



gue la mayoria de las especies tienen multiples copias e incluso puede variar entre cepas de
la misma especie (Watts y cols., 2017). Por lo tanto, es posible caracterizar simultaneamente
la composicién del microbioma subgingival de muchas muestras, con un costo relativamente
bajo, en un corto periodo de tiempo y obteniendo miles de secuencias por muestra para
garantizar la deteccibn de la mayoria de las especies presentes. Asi, el proceso de
evaluacion de comunidades subgingivales a través de la secuenciacion de alto rendimiento
del gen 16S rDNA se ha vuelto preciso, rentable y accesible para la mayoria de los

investigadores (Diaz y cols., 2016).

Existen mdltiples estudios que han realizado una caracterizacién integral de los cambios
producidos en el microbioma subgingival durante la periodontitis, a pesar de que algunas
técnicas difieren en estos estudios, todos informan un profundo cambio tanto en la estructura
como en la diversidad de las comunidades y muestran una tendencia hacia niveles mas altos
de microorganismos Gram negativo en periodontitis y una asociacion clara de las especies
del “complejo rojo” (Diaz y cols.,2016). Al caracterizar los cambios ecologicos producidos en
el microbioma subgingival durante periodontitis en comparacion con salud, tenemos que
durante la enfermedad existe mayor riqueza (diversidad alfa), es decir, existe un aumento en
el numero total de especies bacterianas. A su vez, estas nuevas especies se vuelven
dominantes en las comunidades subgingivales o, dicho de otra forma, aumenta la
abundancia relativa de especies asociadas con la enfermedad, lo cual conlleva a un cambio
total en la estructura de las comunidades del microbioma subgingival durante periodontitis
(Abusleme y cols., 2021). Estas alteraciones en las comunidades microbianas se denominan
“disbiosis” y, por consiguiente, se postula que la periodontitis es inducida por comunidades
polimicrobianas disbi6ticas y no por microorganismos individuales (Griffen y cols., 2012;

Abusleme y cols., 2013).

Durante la periodontitis, existe un aumento en la biomasa bacteriana. Este aumento en la
biomasa no solo se explica por la mayor superficie de los sacos periodontales, sino que
probablemente es el resultado de una combinacion de una acumulacién continua de
biopelicula, debido a la falta de una higiene oral adecuada y de un aumento de la capacidad
de crecimiento de las comunidades (Abusleme y cols., 2013). Lo anterior, representa un

estimulo microbiano al que el hospedero susceptible responde con un aumento en la



inflamacion (Bartold y Van Dyke, 2013). La inflamacion resultante ejerce una presion
ambiental que selecciona especies mas eficaces en la utilizacidbn de recursos nutricionales
derivados del suero y otros factores de la respuesta inmune del hospedero. A esto se suma,
la reduccion en la cantidad de oxigeno disponible en el ambiente, promoviendo el crecimiento
de comunidades disbibticas que se benefician de la inflamacion (Marsh, 2003; Diaz y cols.,
2016). En efecto, estudios previos en pacientes con periodontitis, mostraron un aumento
significativo en la carga bacteriana de sitios con periodontitis que se encontraban con mayor
inflamacion (medida como sangrado al sondaje) (Abusleme y cols., 2013). En consecuencia,
los sacos periodontales contienen una microbiota dominada por bacterias Gram negativo,
anaeroébicas, proteoliticas y moéviles, ya que son favorecidas y adaptadas a los cambios

producidos en el entorno (Dahlen y cols., 2019).

De acuerdo a los antecedentes presentados, existe evidencia de que la inflamacion actia
como un determinante ecolégico clave para la microbiota subgingival. En este contexto,
resulta fundamental analizar aquellas respuestas inmunes del hospedero exacerbadas en la
enfermedad y que amplifican la inflamacion, con el fin de caracterizar su influencia en las

comunidades bacterianas durante la periodontitis.

Desregulacion de la respuesta inmune del hospedero

La homeostasis 6sea a nivel del hueso alveolar depende de un equilibrio dindmico entre las
actividades de los osteoblastos como formadores de hueso y los osteoclastos causando
reabsorcion 0Osea, este equilibrio estad estrechamente controlado por varios mecanismos
reguladores, como el sistema endocrino y la respuesta inmune (Hernandez y cols., 2011).
Como se menciond anteriormente, la periodontitis es una enfermedad caracterizada por la
disbiosis de la microbiota oral y los eventos proinflamatorios que involucran tanto células
como mediadores de la inmunidad innata y adaptativa (Cardoso y cols., 2017). La interaccion
de la inmunidad innata y adaptativa representan un sistema complejo. Son igualmente
necesarios para establecer y mantener la salud de los tejidos y ambos comprenden
componentes de inmunidad celular y humoral. La inflamacién desencadenada por patégenos,
lesiones tisulares o traumatismos suele ser autolimitada. Sin embargo, una alteracion de la
respuesta inmune sostenida en el tiempo puede resultar en la persistencia de la inflamacion

aguda, su transicion a inflamacion cronica, e incluso podria inducir reacciones autoinmunes



en individuos susceptibles (Bunte y Beikler, 2019). En el caso de la periodontitis, esta
respuesta inflamatoria crénica severa conduce a la reabsorcion Osea alveolar por
osteoclastos y a la degradacion de las fibras del ligamento periodontal por metaloproteinasas
de matriz y posteriormente a la formaciéon de tejido de granulacion. Esta situacion
fisiopatoldgica persiste hasta que se pierde el diente o hasta que la biopelicula microbiana es
eliminada terapéuticamente con éxito (Kinane y cols., 2017).

En salud, en los tejidos gingivales encontramos un predominio de células T, una cantidad
minima de células B, una gran presencia de granulocitos/neutrofilos, células presentadoras
de antigenos (APC) y una pequefia poblacion de células linfoides innatas (ILC) que controlan
la barrera gingival (Dutzan y cols., 2016). Las células T representan uno de los componentes
principales de la respuesta inmune contra el estimulo microbiano constante a nivel del surco
gingival. De hecho, estas células controlan las actividades funcionales de la inmunidad innata
y adaptativa. Después de la estimulacion antigénica de las células T CD4*, éstas se activan,
proliferan y se diferencian en distintos subconjuntos de células efectoras caracterizadas por
sus perfiles especificos de produccion de citoquinas, los linfocitos T “helper” (Th) 1 se
caracterizan por la secrecion de interferén (IFN) -y, IL-2, IL-12, TNF-a y TNF-B, y estan
involucrados en la erradicacion de patdégenos intracelulares e inflamacién. Por el contrario,
las células Th2 se caracterizan por la secrecion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13, y estan
involucradas fundamentalmente en respuestas alérgicas y en la eliminaciéon de parasitos
extracelulares (Zhu y cols., 2010). Mas recientemente, se han caracterizado dos nuevos
subconjuntos de células T CD4*: las células Th1l7 y T reguladoras (Treg). El subtipo Th17
muestra actividad proinflamatoria a través de la secrecién de IL-6, IL-21, IL-22, IL-23, y
fundamentalmente IL-17, ademas de RANKL, ambas involucradas en la
diferenciacion/activacion de osteoclastos y reabsorcion 6sea (Patel y Kuchroo, 2015).

La polarizacion de las células T CD4*, progenitoras implica mecanismos especificos de
transduccion de sefales, factores de transcripcion distintos y perfiles de citoquinas locales
para cada linaje de células T CD4*. La diferenciacion de células Thl7 es inducida por el
transductor de sefal y activador de transcripcion 3 (STAT3) y el receptor nuclear huérfano
relacionado con el acido retinoide yt (RORyt) que funcionan sinérgicamente entre si (Bunte y

Beikler, 2019). Las mutaciones de STAT3 resultan en la pérdida casi completa de la



diferenciacion Th17, apoyando el papel crucial de STAT3 en la diferenciacion Thl7 y han
resaltado su participacion en la eliminacidén de infecciones fangicas (Patel y Kuchroo, 2015).
En periodontitis, se ha documentado un aumento en las respuestas mediadas por IL-17. La
citoquina IL-17 se considera impulsora de la pérdida Osea inflamatoria, a través de la
regulacion positiva de RANKL vy la activacion de la osteoclastogénesis como se muestra en la
artritis y en modelos animales de periodontitis (Dutzan y cols., 2016).

Inmunidad y eje Th17/IL-17

El eje Th17/IL-17 realiza funciones importantes para la vigilancia protectora de la mucosa, ya
que estimula el reclutamiento de neutréfilos, promueve la produccion de péptidos
antimicrobianos y regula la expresion de proteinas de union estrecha (“tight junctions”) en el
epitelio (Abusleme y cols., 2017). La funcion fisiologica protectora de las células Th1l7 es
especialmente evidente en la mucosa oral, donde defectos en las células Thl7 y en la
sefalizacion de citoquinas IL-17 conllevan a una susceptibilidad a la infeccion por Candida
spp. tanto en modelos murinos como en humanos (Dutzan y cols., 2018). Comunmente, las
células Th17 estan involucradas en la respuesta inflamatoria, aunque un niimero menor de
ellas residen en tejidos como la piel y las mucosas, contribuyendo a mantener la integridad
de los epitelios. Las funciones inflamatorias de las células Th17 dependen de las diferentes
combinaciones de citoquinas expresadas en el entorno local. Por ejemplo, se demostrd que
IL-23 reduce los niveles de expresion de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) en células Th17 en
desarrollo e induce células Th1l7 proinflamatorias productoras de IL-17. Ademas, se han
utilizado diferentes subconjuntos de TGF para inducir funciones distintas en las células Th17,
las células Th17 inducidas por el factor de crecimiento transformante beta 3 (TGF(-3)

presentaron funciones altamente patégenas (Bunte y Beikler, 2019).

La funcion principal de las células Th17 es la regulacion de las respuestas que conducen a la
eliminacién de patégenos extracelulares que incluyen bacterias y hongos. Ademas, tienen la
capacidad de inducir inflamacion tisular (Patel y Kuchroo, 2015). El receptor de IL-17 se
expresa en una amplia gama de células, incluidos osteoblastos, células endoteliales, células
epiteliales, sinoviocitos similares a fibroblastos, condrocitos, fibroblastos, queratinocitos y
macrofagos. Aunque la IL-17 es producida predominantemente por las células Th17, también

puede expresarse por las células T “natural killer” (NKT), las células T yd, las células



inductoras de tejido linfoide, los neutrdfilos y las células linfoides de la inmunidad innata
(Bunte y Beikler, 2019).

Papel de las células Th17 durante periodontitis

Numerosos estudios han demostrado que la periodontitis humana es asociada con mayores
niveles de IL-17 en comparacion con el tejido periodontal sano. Los niveles de linfocitos Th17
y de IL-17 se correlacionan directamente con la gravedad de la enfermedad y con los
parametros clinicos de destruccion periodontal (Cardoso y cols., 2009; Moutsopoulos y cols.,
2012; Shaker y Ghallab, 2012; Behfarnia y cols., 2013; Patel y Kuchroo, 2015; Zenobia y
Hajishengallis, 2015; Xiao y cols., 2017; Dutzan y cols., 2018; Huang y cols., 2020). De
hecho, un aumento exagerado en respuestas mediadas por las células Thl7 ha sido
consistentemente asociado con enfermedades autoinmunes e inflamatorias, entre ellas la
periodontitis (Gaffen y cols., 2014; Abusleme y Moutsopoulos, 2017). En efecto, las células
Thl7 e IL-17 no solo se han asociado a tejidos de individuos con diagndstico de artritis
reumatoide, psoriasis, enfermedad intestinal inflamatoria y sindrome de Sjogren, sino que se
ha demostrado que cumplen un papel importante en la patogénesis de estas enfermedades
(Patel y Kuchroo, 2015).

Por otra parte, se ha demostrado que la sefalizacién excesiva de IL-17 conduce a un
aumento de la produccién de RANKL en osteoblastos y fibroblastos, lo cual conlleva a
pérdida 6sea (Huang y cols., 2020). Mas aun, un estudio reciente ha demostrado que las
células Th17 son suficientes para inducir la reabsorcién 6sea alveolar durante la periodontitis
experimental, lo que implica que estas células tienen un papel clave en la enfermedad
(Tsukasaki y cols., 2018).

La IL-17 por si sola es un inductor débil de inflamacion; sus potentes efectos inflamatorios se
derivan de sus funciones sinérgicas con otras citoquinas y su capacidad para reclutar y
mantener células inflamatorias, como los neutrofilos. La regulacidén positiva de neutréfilos por
IL-17 puede conducir a una activacion y movilizacion excesiva de éstos, ademas de un
aumento en la diapédesis de neutrofilos, lo que intensifica el dafo tisular (Bunte y Beikler,
2019). Los neutrdfilos liberan niveles elevados de enzimas y sustancias destructivas en los

tejidos, como las especies reactivas de oxigeno, lisozima, colagenasas y elastasa. Ademas,



producen citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, las cuales aumentan aun mas la
inflamacion; estos mediadores inmunes se filtran en la circulacién y se afiaden a los efectos
proinflamatorios sistémicos que produce la periodontitis. Los neutréfilos también pueden
contribuir a la destruccion 0sea a través de la estimulacion de la actividad osteoclastica, en

particular cuando estan cerca del hueso alveolar (Loos y Van Dyke, 2020).

Si bien existe una acumulacién fisiol6gica con la edad de las células Th17 en la mucosa oral
producida por la estimulacion mecéanica continua, que es dependiente de IL-6 e
independiente de la microbiota (Dutzan y cols., 2017), el aumento de células Thl7 en
periodontitis depende de la presencia de una microbiota local disbiotica. Ademas, en la
encia, durante salud, las células Th17 dependen Unicamente de IL-6 para su diferenciacion,
sin embargo, durante la periodontitis su acumulacién requiere tanto IL-6 como IL-23 (Dutzan
y cols., 2018).

Respecto a la influencia de la microbiota en el aumento de las células Thl7 durante la
periodontitis, un estudio reciente demuestra que la reduccion significativa de la microbiota (a
través de la utilizacion de antibidticos) durante la induccién de periodontitis, resulta en una
disminucion marcada en la proliferacion de las células Th17 (Dutzan y cols., 2018). Sin
embargo, se ha demostrado que son necesarios los cambios disbioticos en las comunidades
microbianas para la induccién de células Th17, en lugar de un aumento en carga microbiana
total, es decir, son las alteraciones en comunidades microbianas especificas las
responsables de la activacion de Th17 en periodontitis (Dutzan y cols., 2018). En esta misma
investigacion se vio que el uso de antibidticos dirigidos a bacterias anaerobias, como
metronidazol, fue particularmente exitoso al inhibir la proliferacién de células Th17, lo cual
indicaria que este tipo de bacterias son las responsables de inducir la proliferacion de células
Th17 durante la periodontitis (Dutzan y cols., 2018). Sin embargo, estudios recientes ya han
logrado identificar especies bacterianas especificas como inductores de células Th17 durante
periodontitis inducida por ligadura, mas especificamente especies del género Klebsiella, que
corresponden a anaerobias facultativas Gram negativo (Kitamoto y cols., 2020).

Potencial de lainhibicion de células Th17 durante periodontitis

Varios estudios en modelos de periodontitis experimental sugieren un importante papel para

el subtipo Thl7. La inhibicidon genética o farmacolégica de las células Th17 o de la IL-17



protege de la pérdida 6sea periodontal, por lo tanto, estas células y sus vias relacionadas
podrian ser potencialmente exploradas como objetivo terapéutico (Gaffen y Moutsopoulos,
2020).

Estudios que han analizado la periodontitis en el contexto de diabetes y de la Deficiencia de
Adhesion Leucocitaria de tipo 1 (LAD-1, por sus siglas en inglés), han demostrado que
respuestas exageradas del eje Th17/IL-17 estan fuertemente asociadas con disbiosis de las
comunidades subgingivales (Moutsopoulos y cols., 2015; Xiao y cols., 2017). LAD-1 en
particular, es causada por una mutacion en el gen CD18 (ITGB2), cuando CD18 es
disfuncional, los neutrofilos son incapaces de transmigrar de la vasculatura a los tejidos.
Estudios en un modelo LAD-1, demostraron que la pérdida de neutrofilos tisulares
predispone a disbiosis microbiana y a una amplificacion de Thl7. Esta amplificacion se
explica a través de una teoria que postula que las respuestas Th17/IL-17 son clave para el
reclutamiento de neutréfilos. Por lo cual, una vez reclutados y localizados en el tejido, los
neutrofilos juegan un papel critico en la regulacién negativa del eje IL-23/IL-17. Por lo tanto,
durante LAD-1, las respuestas inflamatorias de IL-17 incrementan para aumentar el nimero
de neutrdfilos, sin embargo, en ausencia de neutréfilos estas respuestas siguen al alza sin
tener una regulacion negativa (Gaffen y Moutsopoulos, 2020). Una de las caracteristicas
distintivas de LAD-1 es la periodontitis severa a una edad temprana, que a menudo conduce
a la pérdida de toda la denticion a pesar de tratamiento periodontal adecuado y oportuno. El
componente inflamatorio de la periodontitis LAD-1 fue caracterizado y se rige por las sefiales
inflamatorias IL-23 e IL-17 que impulsan la destruccion del tejido (Moutsopoulos y cols.,
2015). Mas aun, la inhibicion de IL-17 en el modelo murino de periodontitis experimental y
durante LAD, ha mostrado un efecto directo en las comunidades microbianas durante la
periodontitis, ya que genera una reduccion dramética de la carga bacteriana total (Eskan y
cols., 2012; Moutsopoulos y cols., 2014). Por otra parte, en el contexto de diabetes, se
realiz6 un estudio donde se compararon los cambios producidos en la microbiota oral en
ratones diabéticos y ratones diabéticos a los cuales se les inyecté un anticuerpo contra IL-17.
Para analizar la diferencia entre ambos microbiomas en el contexto de periodontitis, se
tomaron muestras de la microbiota oral de estos dos modelos murinos y se inocularon en
ratones libres de gérmenes con el modelo PIL. Los resultados de este estudio demostraron

que el tratamiento con el anticuerpo contra IL-17 tuvo un efecto dramatico sobre la



patogenicidad de las bacterias orales, alter6é la composicion microbiana y disminuyé la

capacidad de las bacterias para estimular la inflamacion periodontal (Xiao y cols., 2017).

Para evaluar las consecuencias clinicas de la inhibicién celular de Th17 en humanos, se ha
estudiado a pacientes con el trastorno mendeliano autosomico dominante sindrome de
hipersecrecion de Inmunoglobulina E (abreviado “AD-HIES”). Estos pacientes tienen una
mutacion autosomica dominante, la cual conlleva a la pérdida de la funcion en el gen STATS3,
gue conduce a una sefalizacion STAT3 reducida y a una diferenciacion defectuosa de
células Th17 (Dutzan y cols., 2018). Los pacientes con AD-HIES han sido caracterizados por
la triada de eczema, infecciones de piel y pulmén, asi como IgE sérica extremadamente
elevada. También presentan infecciones orales recurrentes por Candida spp., o que indica
un papel critico en la inmunidad oral mediada por STAT3 (Abusleme y cols., 2018). Una
evaluacion periodontal detallada en estos pacientes demostré una inflamacién periodontal
significativamente reducida y una pérdida 6sea atenuada en comparacién con individuos
sanos de la misma edad (Dutzan y cols., 2018). Ademas, en estos pacientes se encontré que
los defectos en la inmunidad mediada por STAT3 estan asociados con cambios en las
comunidades bacterianas. Al caracterizar las consecuencias de la deficiencia de STAT3 en
las comunidades bacterianas de la mucosa oral se mostré una diversidad disminuida con un
namero reducido de especies bacterianas, particularmente en el contexto de candidiasis oral
(Abusleme y cols., 2018).

Por otro lado, un estudio realizado por Dutzan y cols. (Dutzan y cols., 2018), demostré que la
inhibiciébn de Th17 condujo a una reduccién significativa de la pérdida 6sea (50 a 70%) y a
una disminucion en el reclutamiento de neutrdfilos. La acumulacion de neutréfilos se conoce
como un sello distintivo de la periodontitis, por lo cual la disminucién en la acumulacion actda
como proteccion frente a la pérdida 6sea periodontal. Este Ultimo antecedente refuerza la
idea de centrarse en nuevos enfoques terapeéuticos dirigidos especificamente a células Th17.
Sin embargo, todavia falta dilucidar todos los mecanismos por los cuales Th1l7 cobra una
especial importancia en la periodontitis, particularmente los efectos que causa en el
microbioma subgingival, por lo cual el objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la
inhibicion de las células Th1l7 en la estructura y composicion del microbioma subgingival

durante periodontitis experimental.



3) HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

HIPOTESIS: Tomando en consideracion el papel que tiene la amplificacion del eje Th17/IL-
17 sobre la microbiota subgingival, proponemos la siguiente hipétesis:
La inhibicion del eje Th17/IL-17 durante periodontitis experimental previene cambios

disbidticos en el microbioma subgingival.

OBJETIVO GENERAL: Determinar si la inhibicion del eje Th17/IL-17 durante periodontitis

experimental previene cambios disbidticos en el microbioma subgingival

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar el efecto de la inhibicion de las células Thl7 en la diversidad del

microbioma subgingival durante periodontitis experimental.

2. Determinar el efecto de la inhibicibn de las células Thl7 en la estructura del

microbioma subgingival durante periodontitis experimental.

3. Determinar el efecto de la inhibicion de las células Thl7 en la abundancia relativa de

especies bacterianas del microbioma subgingival durante periodontitis experimental.



4) MATERIALES Y METODOS:

El desarrollo de esta Tesis cuenta con el financiamiento y apoyo del Proyecto FONDECYT de
Iniciacion N° 11180505 (Ver Anexo 1).

Animales y modelo experimental de Periodontitis Inducida por Ligadura

Las muestras de microbioma subgingival que se analizaron en esta tesis provienen de
experimentos que fueron previamente realizados. Para este estudio se utilizaron dos grupos
de ratones (C57BL/6) pertenecientes a la misma camada, un grupo estaba conformado por
ratones genéticamente modificados que presentaban una mutacién en el factor de
transcripcion STAT3 en el compartimiento de las células CD4* (Cd4¢eStat3f), y como
STAT3 es esencial para la diferenciacion de las células Thl7, estos ratones carecian de
células Th17 (esto fue verificado a nivel de la encia en Dutzan y cols., 2018). Como grupo
control, se utilizaron los ratones de la misma camada que no tenian la mutacion en STAT3
(Stat3"f) y, por lo tanto, tenian cantidades normales de células Th17. Cada grupo estaba
compuesto por 6 ratones, de donde se obtuvieron 12 muestras en total, las cuales provenian
de las ligaduras extraidas de cada uno de ellos. Para determinar el papel de la inhibicién de
las células Th1l7 en la microbiota subgingival, se utiliz6 un modelo murino de periodontitis
inducida por ligadura (PIL) (Abe y Hajishengallis, 2013). Una ventaja importante de este
modelo es que la enfermedad puede iniciarse en un tiempo conocido con una secuencia
predecible de eventos que culminan en la pérdida de hueso alveolar en unos pocos dias.
Como se puede observar en la Fig. 1, el modelo de PIL, consiste en la colocacion
atraumatica de una sutura de seda (ligadura) alrededor del segundo molar, la cual conduce a
la acumulacion local de bacterias y a la inflamacion gingival, seguida de la destruccion del
hueso alveolar que es medible desde el quinto dia (Abe y Hajishengallis, 2013). Al quinto dia
post-colocacion de ligaduras, éstas fueron retiradas en ambos grupos de ratones para su
posterior analisis microbiolégico, como se ha descrito en Dutzan y cols. (Dutzan y cols.,
2018). Es importante sefialar que estos experimentos se realizaron con la aprobacion del
NIDCR Animal Care and Use Committee (ACUC) (de los National Institutes of Health,
Estados Unidos), en el marco del ASP 16-804 (Protocolo de trabajo con animales de la

misma institucion).



Figura 1. Modelo de periodontitis inducida por ligadura.

En la imagen se observa la ligadura alrededor del segundo molar
del ratén.
Tomada de Dutzan y cols., 2018.

Extraccion de ADN y secuenciacion basada en el gen 16S rDNA

Este procedimiento experimental también fue realizado con anterioridad, de manera que las
secuencias sin analizar de cada muestra se encontraban previamente disponibles para su
analisis bioinformatico, el cual fue realizado en la presente Tesis. Brevemente, para el
aislamiento de ADN de las muestras, es decir, las ligaduras extraidas de ambos grupos de
ratones, se utilizd una versiéon modificada del protocolo de extraccion del DNeasy Tissue and
Blood Kit (Qiagen) descrito en detalle por Abusleme y cols. (Abusleme y cols., 2017). Para la
secuenciacion masiva del gen 16S rDNA, se utilizé la plataforma MiSeq (lllumina) y
partidores que amplificaban la region V4 del gen 16S rDNA, como ha sido descrito en Dutzan

y cols. (Dutzan y cols., 2018).

Analisis Bioinformatico

a) Preprocesamiento de las secuencias

Para el procesamiento bioinformatico de los datos se utiliz6 el software mothur
(http://www.mothur.org) (Schloss y cols., 2009). En primer lugar, las secuencias
correspondientes a cada muestra fueron ensambladas en contigs, es decir, los archivos
en formato fastqg R1 y R2 (secuencias forward y reverse) se unieron para generar un

archivo Unico en formato fasta. En el siguiente paso, se eliminaron los partidores, las



secuencias espaciadoras y las secuencias indices que diferenciaban a cada muestra.
Luego se utilizd el comando screen.seqs, el cual permite eliminar todas aquellas
secuencias que no cumplan con los criterios establecidos por el usuario, que en este caso
fueron de acuerdo a su tamafio (incluyendo sélo secuencias que tengan desde 200 hasta
400 pares de bases) y a la presencia de ambigliedades en las secuencias (no se
admitieron asignaciones de bases ambiguas). Los pasos siguientes del preprocesamiento

utilizaron el protocolo estandar establecido (https://mothur.org/wiki/miseq_sop/) (Kozich y

cols., 2013), que sera detallado a continuacién. Para facilitar el analisis en términos de la
capacidad computacional requerida, se utilizé el comando unique.segs, para trabajar solo
con aquellas secuencias Unicas lo que facilita la siguiente etapa de alineamiento. En el
paso siguiente se procedié a alinear las secuencias utilizando el comando align.seqs y
como base los archivos de referencia SILVA, que fueron ajustados a la region de interés
(region variable V4 del gen 16S rDNA). Luego se volvié a utilizar el comando screen.seqs
esta vez para filtrar y eliminar aquellas secuencias que no se alinearon en la misma
region que las otras secuencias, mas especificamente se eliminaron aquellas secuencias
gue comenzaban en la posicion 8 y terminaban en la posiciébn 9582, ademas de permitir
un maximo de 8 homopolimeros en las secuencias. En el siguiente paso se trabajo con el
comando filter.seqgs para eliminar las columnas que no contengan datos (con espacios) en
nuestro alineamiento. Posteriormente se usO6 el comando pre.cluster para fusionar
aquellas secuencias cuya diferencia esta dentro de los 2 pares de bases, ya que
probablemente se trate de un error y estas pertenezcan a la misma OTU. A continuacion,
con la ayuda del comando chimera.uchime se reconocieron aquellas secuencias
guiméricas, es decir, aquellas secuencias que tenian dos tipos de especies diferentes,
estas fueron eliminadas con el comando remove.segs Y utilizando el algoritmo VSEARCH
(Rognes y cols., 2016). Para la asignacion de la identidad taxonOmica, las secuencias
fueron clasificadas utilizando la ultima version implementada en mothur del Ribosomal
Database Project (RDP) classifier (Wang y cols., 2007) con un cutoff=80 (comando
classify.seqs). Consecutivo a esto se aplicé el comando remove.lineage, el cual reconoce
y elimina aquellas secuencias que corresponden a cloroplastos, mitocondrias, archaeas,
otros eucariontes y desconocidas. Los siguientes comandos se utilizaron para calcular

distancias pares no corregidas entre secuencias de ADN alineadas (dist.seqs) y asignar


about:blank

secuencias a OTUs (cluster). Es importante mencionar que cada cierta cantidad de pasos
se aplicé el comando summary para ir verificando la cantidad de secuencias total y el

comando count.group para ir verificando el nUmero de secuencias por muestra.

b) Determinacién de Unidades Operacionales Taxondmicas (OTUs)

Para llevar a cabo estos andlisis, las secuencias fueron agrupadas en OTUs utilizando un
criterio de similitud del 97%. Cada OTU fue clasificada taxondmicamente hasta el nivel de
género, basado en la taxonomia de consenso usando el parametro estandar (51%). Para
mejorar la resolucion taxonOmica, la secuencia representativa de cada OTU fue
comparada a través de BLAST utilizando la base de datos NCBI 16S rRNA y en aquellas
donde se alcanzd un nivel mayor a 97% de similitud y cobertura, la especie encontrada

fue reportada entre paréntesis, como parte del nombre de cada OTU.

c) Calculo de abundancia relativa

Para determinar la abundancia relativa se utilizé el comando get.relabund, el cual calcula

la abundancia de cada OTU en cada muestra.

d) Andlisis de a-diversidad

Para estos andlisis, primero se procedié a normalizar el nimero de secuencias por
muestra a considerar, usando el comando sub.sample, de modo de asegurar una misma
cantidad representativa de secuencias en cada muestra. Posterior a esto, se realizo el
célculo de los parametros de a-diversidad, que incluyeron el indice de diversidad de
Shannon (version no paramétrica) y estimadores de riqueza (nimero de OTUs detectados

por muestra), los cuales fueron realizados con el comando summary.single.

e) Andlisis de 3-diversidad

Primero, se calcul6 una matriz de distancias a nivel de OTUs basada en el “Yue and
Clayton Theta Similarity coeficient”, el cual es una medida utilizada para evaluar la
estructura de las comunidades microbianas (comando dist.shared). Esta matriz se

visualizo utilizando “Principal Coordinates Analysis” (PCoA).



f) Andlisis estadisticos y visualizacion de los datos

Para la comparacion de diversidad y riqueza entre muestras, se analizo la distribucién de
los datos (normal, no normal) utilizado el software R y RStudio, donde se realizaron las
pruebas de Anderson-Darling, Pearson chi-square y Shapiro-Wilk, de acuerdo con eso,
se eligi6 la prueba T-test no pareado para determinar si las diferencias eran
estadisticamente significativas. Para la comparacion de la estructura de las comunidades,
la separacion estadisticamente significativa de las muestras se analizd con el test de
AMOVA (“Analysis of Molecular Variance”), como se encuentra implementado en mothur.
Para la comparacion de la abundancia relativa de OTUs, se utilizd el método de LEfSe
(Segata y cols., 2011). Todos los graficos fueron realizados utilizando los softwares R y
RStudio.



5) RESULTADOS:

En la tabla 1 se muestra el namero total de secuencias inicial, es decir, previo al
preprocesamiento de los datos, el cual corresponde a 1.705.577 secuencias. Luego, el
numero total de secuencias final (488.285) y el promedio de secuencias por muestra (40.660
+10.640), que fue el nimero de secuencias con las cuales se trabajo para la determinacion
de OTUs. También se puede observar el numero de secuencias elegido para la
normalizacion de los datos (22.160 secuencias), en este paso se elimind una de las
muestras, la cual correspondia a un control realizado por el laboratorio previo a la toma de
muestras con las ligaduras (solo buffer y pinzas estériles utilizadas posteriormente para

manipular las ligaduras) y no pertenecia a ninguno de los dos grupos.

Tabla 1. Resumen del nimero de secuencias durante el
preprocesamiento de los datos.

N° total de Promedio de N° de secuencias

secuencias N° total de secuencias por |para normalizacion

inicial secuencias final | muestras £ D.S | (sub.sample)
1.705.577 488.285|40.660 + 10.640 22.160

N°: Numero. D.S: Desviacién estandar.

a) Diversidad en las comunidades subgingivales

Para evaluar el efecto de la inhibicion de las células Th17 en la diversidad del microbioma
subgingival durante periodontitis experimental, se realiz6 una comparacion del indice de
Shannon no paramétrico en ambos grupos (Fig. 2). Tanto el grupo sin células Th17 como el
grupo control (con cantidades normales de células Th17) poseian un indice de Shannon muy
similar, la mediana era de 1.57 y 1.45 respectivamente, la diferencia no fue estadisticamente
significativa (p = 0.5835). Ademas, para determinar la riqueza de las muestras, también se
obtuvo el nimero de OTUs por muestra para ambos grupos (Fig. 3). En ambos grupos se
observa una cantidad semejante de OTUs por muestra con una mediana de 90.5 para el
grupo control y 96.5 para el grupo sin células Thl7, la diferencia no era estadisticamente
significativa (p = 0.5748).
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Figura 2. Lainhibicion de las células Th17 no afecta la diversidad alfa del
microbioma subgingival en ratones con periodontitis experimental.

indice de Shannon no paramétrico en grupo control (Cre_neg) y grupo sin células Th17
(CD4_Cre). p = 0.5835.
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Figura 3. Lainhibicion de las células Th17 no afecta el numero de OTUs por
muestra del microbioma subgingival en ratones con periodontitis experimental.

Graéfico de cajas y bigotes. Grupo control (Cre_neg) y el grupo sin células
Th17(CD4_Cre). p =0.5748.




b) Estructura de las comunidades

Para analizar el efecto de la inhibicidn de las células Th17 en la estructura del microbioma
subgingival durante periodontitis experimental, se calculé una matriz de distancias a nivel
de OTUs basada en el “Yue and Clayton Theta Similarity coeficient” y ésta se grafico
utilizando “Principal Coordinates Analysis” (PCoA). La distancia Theta evalia la
presencia, la ausencia de especies y la abundancia. Como se puede observar en el
gréafico (Fig. 4) no existe una agrupacion evidente de estas muestras por grupos, es decir,
no se agrupan de una forma caracteristica de acuerdo con el grupo que provienen. La

diferencia entre ambos grupos no es estadisticamente significativa (p > 0.05).
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Figura 4. La inhibicion de las células Th17 no afecta la estructura de las
comunidades del microbioma subgingival en ratones con periodontitis
experimental.

Analisis de coordenadas principales (sin elipse). Cada circulo corresponde a una
comunidad microbiana en el grupo control (Cre_neg) y los triangulos corresponden a
las muestras pertenecientes al grupo sin células Th17 (CD4_Cre). p > 0.05.
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Figura 5. La inhibicion de las células Th17 no afecta la estructura de las
comunidades del microbioma subgingival en ratones con periodontitis experimental.

Analisis de coordenadas principales con elipse. Cada circulo corresponde a una unidad
microbiana en el grupo control (Cre_neg) y los triangulos corresponden al grupo sin células
Th17 (CD4_Cre). Cada elipse indica el area donde se distribuyen las muestras de cada
grupo respectivamente. p >0.05

c) Abundancia relativa de especies bacterianas en las comunidades

Para evaluar el efecto de la inhibicion de las células Thl7 en la abundancia relativa de
especies bacterianas del microbioma subgingival durante periodontitis experimental
utilizamos el comando get.relabund, los datos resultantes se pueden observar en la Fig. 5.
Como se puede observar tanto las muestras del grupo sin células Th1l7 como las del grupo
control (con cantidades normales de células Th17) poseen una abundancia muy semejante
de especies bacterianas, en ambos hay dominancia de Streptococcus sp., una especie de
Lactobacillus y una especie de Enterococcus, entre otras. Solo hubo dos especies que se
encontraron aumentadas en el grupo control, Staphylococcus (Staphylococcus

lentus/fleuretti) y Lachnospiraceae (Clostridium scindens).
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Figura 6. La inhibicion de las células Th17 solo afect6 la abundancia relativa de dos
especies bacterianas del microbioma subgingival en ratones con periodontitis
experimental.

Gréfico de barras. Grupo control (Cre_neg) y grupo sin células Thl7 (CD4_Cre). Cada barra
corresponde a una muestra, en el eje Y se puede observar el porcentaje de abundancia que
representa a cada especie con respecto al total. Cada color representa una especie diferente,
esta clasificacion se basa en un 97% de similitud de secuencias.




6) DISCUSION:

Las células Th17 son potentes inductores de la inflamacion tisular y han sido implicadas en la
patogenia de muchas enfermedades autoinmunes e inflamatorias entre ellas la periodontitis
(Patel y Kuchroo, 2015). En periodontitis, se ha encontrado que una desregulacion y
aumento en las respuestas del eje Th17/IL-17 se correlacionan directamente con la gravedad
de la enfermedad y con los parametros clinicos de destruccion periodontal (Dutzan y cols.,
2018). Estudios recientes postulan que la gran influencia del eje Th17/IL-17 en periodontitis,
se debe entre otros factores a que posee la capacidad de promover la disbiosis de las
comunidades del microbioma subgingival (Moutsopoulos y cols., 2014; Xiao y cols., 2017;
Abusleme y cols., 2018). Existen varios mecanismos potenciales por los cuales el eje
Th17/IL-17 podria alterar el microbioma como, por ejemplo, alterar el crecimiento bacteriano
al proporcionar sustratos generados a partir del aumento de la inflamacion o, al hablar de la
inhibicion de las células Th17, se podrian producir cambios en la defensa antibacteriana, los
cuales conlleven a una disminucién tanto de la carga bacteriana total como del nimero de

especies encontradas en el surco gingival (Xiao y cols., 2017).

Para determinar si efectivamente el eje Th17/IL-17 esta relacionado con el proceso de
disbiosis microbiana se analiz6 el efecto de la inhibicion de las células Th17 en el microbioma
gingival durante la periodontitis, para esto utilizamos un modelo murino de periodontitis
inducida por ligadura en dos grupos. El primer grupo correspondia a ratones genéticamente
modificados que presentaban una mutacion en el factor de transcripcion STAT3, la cual
produjo la inhibicién de las células Th1l7, mientras que el segundo grupo eran ratones de la
misma camada, pero sin la mutacién. Nosotros encontramos que ambos grupos, tanto control
como deficiente en células Th1l7, poseian un microbioma muy similar, solo dos especies se
encontraron significativamente aumentadas en el grupo control, lo cual indicaria que las
células Th17 no tienen una gran influencia en los cambios disbi6ticos producidos durante la
periodontitis o bien, quiza su influencia se ve evidenciada en un tiempo anterior o posterior al

medido en este estudio.

Al analizar las diferencias de ambos grupos en cuanto a diversidad, nos encontramos con

gue ambos grupos poseian una diversidad muy similar, lo que sefiala que las células Th17



no estarian influyendo de manera distintiva en el aumento de la cantidad de especies

bacterianas encontradas en el microbioma subgingival.

Al evaluar el efecto del eje Th17/IL-17 en la estructura de las comunidades se confirmé que
al inhibir estas células la distribucion de los taxones bacterianos en las muestras no tuvo
variacion en comparacion con el grupo control. Con respecto a la abundancia relativa de
especies bacterianas, se encontraron dos especies aumentadas de forma significativa en el
grupo control, estas fueron Staphylococcus sp. (Staphylococcus lentus/fleuretti) y
Lachnospiraceae sp. (Clostridium scindens), a pesar de que estas especies se encontraban
aumentadas en el grupo control, esto no proporciona evidencia suficiente de los efectos de
las células Th17, ya que el resto de las especies en ambos grupos tenian una abundancia
muy similar, principalmente anaerobios facultativos, es decir, nuestros datos indican que la
disbiosis microbiana producida durante la periodontitis no se relaciona con mecanismos
proinflamatorios producidos por las células Th17. Sin embargo, es importante mencionar que
nuestros datos provienen sélo del quinto dia de PIL, por lo que es necesario realizar nuevos
estudios donde se analicen las diferencias en las comunidades microbianas de ambos
grupos, de forma mas temprana y mas tardia en el establecimiento de la enfermedad, para
poder tener resultados mas concluyentes con respecto a la influencia de las células Th17 en

la disbiosis microbiana durante periodontitis.

Resultados de otras investigaciones realizadas bajo diferentes contextos sistémicos
demostraron los cambios producidos en el microbioma en relacion con el eje Th17/IL-17. En
el caso del estudio de Xiao y cols. (Xiao y cols., 2017) realizado en contexto de diabetes,
podemos observar como al aplicar un anticuerpo contra IL-17 disminuye significativamente la
abundancia de especies y en particular de algunas del tipo anaerobias. Lo mismo fue
observado en el contexto de LAD-1 en un estudio de Moutsopoulos y cols. (Moutsopoulos y
cols., 2014) donde en un modelo murino de periodontitis LAD-1 aplicaron anticuerpos contra
IL-17 e IL-23 y se observé que con ambos anticuerpos hubo una reduccion en el nimero de
bacterias anaerobias cultivables y en el recuento total de bacterias. Asimismo, en otro
estudio realizado por Abusleme y cols., (Abusleme y cols., 2018) en pacientes con AD-HIES

se ve como tanto la diversidad como el namero total de especies bacterianas se ven



significativamente disminuidos durante esta patologia. En contraste con los hallazgos en
investigaciones previas, nuestros resultados sugieren que el aumento en las células Thl7
durante periodontitis no induce a cambios disbidticos en el microbioma gingival durante
periodontitis en el tiempo experimental analizado. Es necesario considerar que nuestras
muestras fueron obtenidas el quinto dia del modelo PIL, donde ya se puede apreciar pérdida
Osea alveolar, por lo cual es necesario considerar que existen respuestas proinflamatorias
gue se producen en las etapas mas tempranas de la enfermedad, las cuales podrian estar
contribuyendo al establecimiento de la disbiosis del microbioma subgingival durante
periodontitis. Es decir, se debe explorar la posibilidad de que respuestas del sistema inmune
innato sean las responsables de contribuir y aumentar los cambios ocurridos en las
comunidades bacterianas durante esta enfermedad. En un estudio de Wang (Wang, 2019),
se encontrd que la estimulacion inmune local de los receptores tipo toll (TLRS), presentes en
las células del epitelio gingival, es capaz de inducir la disbiosis de las comunidades
gingivales y causar periodontitis. Estos receptores son importantes componentes de la
inmunidad innata, por lo que esto podria reafirmar nuestra ultima idea, de que la disbiosis
microbiana se establece de forma temprana y la clave estaria en los componentes del
sistema inmune innato. De la misma forma, también es necesario estudiar un tiempo mas
tardio al analizado en nuestro estudio para poder confirmar o refutar con certeza si la

ausencia de estas células previene cambios disbioticos en el microbioma.

Por otro lado, los estudios previamente realizados en el contexto de periodontitis que indican
qgue el eje Th17/IL-17 posee un rol importante en la disbiosis de las comunidades, fueron
realizados bajo otros contextos sistémicos como LAD-1, diabetes y AD-HIES (Moutsopoulos
y cols., 2014; Xiao y cols., 2017; Abusleme y cols., 2018), lo cual podria explicar los
diferentes resultados obtenidos, ya que en estas patologias existe un contexto inflamatorio y

una respuesta inmune diferentes a las producidas en un individuo sistémicamente sano.

Particularmente en el caso de LAD-1 y diabetes, es esta inmunidad alterada la que podria
estar influyendo y causando una respuesta inflamatoria alterada de Th17/IL-17, la cual influye
en la disbiosis de las comunidades microbianas durante esta enfermedad. Por lo que es

necesario investigar mas en profundidad cuales son las respuestas inflamatorias que



estarian influyendo en la disbiosis de las comunidades en estas patologias y comparar si
estas mismas respuestas inflamatorias con la misma intensidad se producen en estado de

salud.

Como se dijo anteriormente, es importante mencionar que existen enfermedades que afectan
a otras superficies de barrera y mucosas, en las que se puede observar una asociacién entre
niveles elevados de Th17/IL-17 y disbiosis microbiana, tales como la enfermedad intestinal
inflamatoria (compuesta por la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) y psoriasis, entre
otras. Varios estudios recientes han evaluado el uso de anticuerpos monoclonales contra IL-
17 (Secukinumab) y contra IL-23/IL-12 (Ustekinumab, UST) en el contexto de estas
enfermedades. Al analizar la microbiota en los estudios realizados con UST en contexto de
psoriasis, se observé que, durante el tratamiento, la composicion de la microbiota divergio
aun mas entre la piel lesionada y no lesionada a lo largo de las zonas del cuerpo. UST inhibi6
significativamente la expresion de péptidos antimicrobianos como las defensinas y proteinas
S100, que podrian eliminar la variacion en el microbioma que se produce normalmente en la
psoriasis (Loesche y cols., 2018). De la misma forma, en un estudio de Doherty y cols.
(Doherty y cols., 2018), se vio que la diversidad microbiana del grupo tratado con UST
aument6 durante las 22 semanas del estudio, apareciendo especies asociadas a la salud, en
contraste con lo que sucedié con los sujetos del grupo control. Esto demuestra la relacion
gue existe entre I1L-23 y la modulacion de la disbiosis microbiana, lo cual es interesante ya
gue, si lo llevamos al contexto de la mucosa oral durante periodontitis, sabemos que IL-23 es
esencial para el aumento de las células Th1l7 durante esta enfermedad, lo que indicaria que
la inhibicion de esta citoquina influiria en los efectos de este tipo celular en la microbiota, sin

eliminar por completo el efecto protector de IL-17 en las mucosas.

Si bien ha sido establecido que la disbiosis intestinal puede alterar el equilibrio de las células
Th17 y esto es respaldado por estudios en modelos murinos tratados con antibioticos (lvanov
y cols., 2008), el sistema inmune también puede producir cambios en la microbiota intestinal.
En el contexto de la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell), la activacion del sistema inmune
puede conducir a respuestas proinflamatorias que pueden producir alteraciones en las

funciones de las células epiteliales intestinales, alterando su secrecion y produciendo



cambios en la microbiota intestinal (Luo y cols., 2017). Se ha demostrado que las bacterias
filamentosas segmentadas (BFS) son un componente critico de la microbiota intestinal
comensal que conduce las respuestas de las células Th1l7 (lvanov y cols., 2009; Yang y
cols., 2014). Sin embargo, un estudio de Kumar y cols. (Kumar y cols., 2016), demostré que
existe una relacion reciproca entre BFS y el linaje de las células Th1l7, donde se demostro
que la interrupcién en la sefializacion del receptor para IL-17A (IL-17RA) condujo a disbiosis
de las comunidades, donde el grupo con el receptor bloqueado mostré un incremento de las
células Th17, lo cual a su vez influencié factores medioambientales, como la colonizacion
con BFS.

Estudios recientes evaluaron los cambios producidos en la microbiota intestinal al usar el
anticuerpo monoclonal Secukinumab, en el contexto de psoriasis. En este estudio se
demostr6 que Secukinumab impuls6 un cambio de la microbiota intestinal desde
microorganismos "simbiontes" a "patobiontes”, los que han sido identificados como los
responsables de los cambios que ocurren en la disbiosis intestinal en EIll. Esto podria
explicarse porgue al inhibir totalmente IL17 se pierden sus funciones protectoras en la
mucosa, las cuales permiten mantener la integridad del epitelio, lo que respaldaria la idea de
enfocarse en las células Th17 como un posible blanco terapéutico, ya que al inhibir estas
células aun quedan disponibles otras fuentes de IL17, por lo que no se perderian sus

funciones protectoras.

Si bien se ha demostrado que al inhibir las células Th17 se reduce la pérdida 6sea alveolar
de un 50 a un 70% (Dutzan y cols., 2018), lo cual implica a esta célula como una de los
grandes responsables de la inmunopatologia asociada a periodontitis y la ubica como un
posible blanco terapéutico de esta enfermedad, es necesario explorar todos los posibles
mecanismos mediante los cuales esta célula promueve o induce la pérdida 6sea alveolar,
para asi poder comprender de forma mas exacta la patogenia de la periodontitis. Nuestro
estudio proporciona informacion importante con respecto a la relacion entre las células Th17
y el microbioma gingival, y da pie a futuras investigaciones enfocadas en determinar cuales
son las respuestas proinflamatorias, producidas durante esta enfermedad, que influyen en el

proceso de disbiosis bacteriana, ademas de dilucidar de forma mas exacta cuales son todos



los mecanismos por los cuales estas células cobran especial importancia durante la
periodontitis. Esta informacién adquiere relevancia al hablar de posibles nuevas terapias para
manejar esta enfermedad, ya que entregaria un tratamiento mas efectivo y drastico, que
impediria que exista un progreso del dafio causado por esta patologia, lo cual sin duda

aumentaria la calidad de vida de la gran cantidad de individuos que padecen de periodontitis.



7) CONCLUSIONES:

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, inferimos que las células Th17
no tendrian gran influencia en la disbiosis de las comunidades microbianas durante la
periodontitis, aunque se debe sefialar que hacen falta mas estudios que analicen el
comportamiento de estas comunidades al inhibir a las células Th17 en fases mas tempranas

y tardias a las que analiz este estudio.

Es necesario realizar nuevos estudios enfocados a entender los cambios tempranos en las
comunidades microbianas y las respuestas proinflamatorias que podrian estar asociadas con
los cambios disbioticos en las comunidades durante periodontitis, asi como también evaluar
cuales son los cambios que se producen en el microbioma subgingival en un tiempo mas

avanzado de la enfermedad al inhibir las células Th17.

En los dltimos afios se ha demostrado fehacientemente que el eje IL17/Th17 tiene una gran
importancia en la periodontitis. Las células Th1l7 pasan a tener un rol protagénico clave en
esta enfermedad, por lo mismo, la inhibicibn de los componentes de este eje y de las
moléculas esenciales para su diferenciacion prometen grandes resultados que cambiarian

tanto el enfoque terapéutico actual como el pronéstico de la periodontitis.
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Santiago, 30 de Octubre del 2018

Ref.: Proyecto N® 11180505

Seflora
LORETO ABUSLEME RAMOS
Estimada sefiora ABUSLEME:

Por encargo de 1os Consejos Superiores de Ciencia y Desarrollo Tecnolégico, informamos a usted que su proyecto
postulado al Concurso de Iniciacion en Investigacion 2018, ha sido aprobado. Reciba nuestras sinceras felicitaciones
por el éxito de su postulacion.

En esta convocatoria concursaron 1.233 proyectos y se financiaron 363 (29,4%). Su propuesta fue evaluada en el
Consejo de CIENCIA vy calificada con 4,300 puntos, ubicindose en el lugar N° 5 del Grupo de Estudio de
MEDICINA G2-G3 - CS. CLINICAS Y CS. DE LA SALUD PUBLICA . En este Grupo concursaron 54 proyectos,
se evaluaron 45 y aprobaron 14 (25,9%). La calificacién del altimo proyecto financiado en este Grupo fue de 4,030
puntos.

Adjuntamos un informe del proceso de evaluacion, asi como las calificaciones y comentarios que ¢l Panel realizo al
proyecto

En el sistema de evaluacion, donde se encuentra disponible la presente carta, podri acceder al presupuesto asignado a
su proyecto y a un informe con el detalle de las certificaciones y/o autorizaciones aprobatorias, que debera presentar
como uno de 10s requisitos para la transferencia de recursos al proyecto, de acuerdo a lo establecido en el numeral
6.2.1. de las bases concursales.

Tenga presente que los recursos asignados por concepto de honorarios serin revisados anualmente, ajustindose a los
montos maximos establecidos en 1as bases correspondientes, por participacion en proyectos FONDECYT en calidad
de Investigadores(as) Responsables y Coinvestigadores(as), si aplica. Si el presupuesto otorgado ha sido modificado
en relacion a lo solicitado, usted puede redistribuir anualmente los recursos, de acuerdo a las necesidades de
ejecucion del proyecto, si lo estima pertinente.

El convenio de financiamiento que deberin suscribir usted y el(la) Representante Legal de la Institucion Patrocinante
de su proyecto serd enviado a esta Gltima a la brevedad.

Saludan atentamente a usted,

/ ]

PR P
W “ // -
VEDGAR VOGEL GONZALEZ . MARIO HAMUY WRSKENHUT

Presidente Presidente
Consejo Superior de Ciencia Consejo Superior de Desarrollo Tecnologico
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